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ABREVIATURAS 
 
APCs: Células presentadoras de antígeno 
CD4: Linfocitos T CD4 
CD8: Linfocitos T CD8 
CoRIS: Cohorte española en investigación en SIDA 
CXCR4: Receptor de quimiocinas CXCR4 
DCs: Células dendríticas 
ENOS: Eventos no definitorios de SIDA 
ER: Escasos Repobladores 
hsCRP: Proteína C reactiva ultrasensible 
IL6: Interleuquina 6 
IL7: Interleuquina 7 
IL7R: Receptor de Interleuquina 7 
MDSCs: Células supresoras derivadas del linaje mieloide 
OX40: Receptor del factor de necrosis tumoral 4 
OX40L: Ligando del receptor del factor de necrosis tumoral 4 
R: Repobladores 
RIS: Red española en Investigación en SIDA 
SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
TARc: Tratamiento Antirretroviral Combinado 
TemRA: Linfocitos T terminalmente diferenciados. 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta  
TRECs: Círculos de escisión del receptor del linfocito T 
Treg: Célula T reguladora 
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
VHC: Virus de la Hepatitis C 
  
RESUMEN 
La infección por VIH provoca una depleción masiva de linfocitos T CD4 (CD4) 
que finalmente evoluciona a SIDA si no se inicia tratamiento. El tratamiento 
antirretroviral combinado (TARc) consigue suprimir la viremia VIH permitiendo un 
aumento del recuento de CD4. Sin embargo, existe un grupo de individuos, 
denominados “Escasos Repobladores” (ER), que no recuperan sus niveles de CD4 a 
pesar del TARc. Diversos factores hacen necesario el estudio de estos sujetos. En 
primer lugar, los ER constituyen un 25% de los sujetos que comienzan el TARc con 
bajos CD4. Por otro lado, los ER presentan un mayor riesgo de experimentar eventos 
clínicos no definitorios de SIDA (ENOS) y de muerte. Desafortunadamente, todas las 
intervenciones terapéuticas dirigidas a aumentar los recuentos de CD4 de los ER han 
fallado, dejando patente la necesidad de comprender mejor los mecanismos 
inmunológicos implicados y así diseñar nuevas estrategias terapéuticas.  
Se han propuestos diversos mecanismos inmunopatogénicos como potenciales 
desencadenantes de la escasa recuperación de CD4 tras el TARc. Sin embargo, todos los 
estudios previos se han llevado a cabo cuando los ER estaban bajo TARc, no 
pudiéndose descartar que las alteraciones descritas sean consecuencia de sus bajos 
recuentos CD4 en el momento de estudio. Para responder a dicha cuestión, nos 
propusimos estudiar los ER antes del inicio del TARc, cuando estos sujetos presentan 
recuentos de linfocitos T CD4 similares a los del grupo control. Este fue el primer 
objetivo de la presente Tesis Doctoral y fue abordado en el trabajo: “Higher levels of 
IL-6, CD4 turnover and Treg frequency are already present before cART in HIV-
infected subjects with later low CD4 recovery”. El estudio de pacientes ER antes del 
inicio del TARc nos permitió determinar alteraciones inmunológicas que preceden a la 
escasa recuperación de linfocitos T CD4 y profundizar en potenciales factores asociados 
a dicha escasa reconstitución inmunológica.  
Aunque ya desde el principio de la epidemia de SIDA se conocía que el VIH 
provoca una inversión del ratio de linfocitos T CD4/CD8 (ratio CD4/CD8), no ha sido 
hasta hace poco cuando la inversión de dicho parámetro se ha asociado a un riesgo 
aumentado a experimentar ENOS y a muerte. Sin embargo, se desconocía si el ratio 
CD4/CD8 antes del inicio del TARc se asocia con la posterior recuperación de CD4 
bajo el TARc. Esta cuestión ha sido abordada en el segundo artículo: “A lower baseline 
  
CD4/CD8 T-cell ratio is independently associated with immunodiscordant 
response to antiretroviral therapy in HIV-infected subjects”. Este estudio nos 
permitió asociar la escasa recuperación de CD4 con bajos niveles en el ratio CD4/CD8 
antes del inicio del TARc.  
Por otro lado, los mecanismos involucrados en la inversión del ratio CD4/CD8 
observada en el escenario VIH no están completamente dilucidados, y ningún trabajo 
previo había examinado el posible papel del timo, órgano responsable de la producción 
de novo de linfocitos CD4 y CD8 que se encuentra profundamente afectado en la 
infección por VIH, en dicho fenómeno. Esta cuestión fue abordada en el tercer artículo 
de la presente tesis: “Thymic funtion impacts the peripheral CD4/CD8 ratio of HIV-
infected subjects”. Este estudio nos permitió dilucidar una asociación entre el ratio 
CD4/CD8 de sangre periférica y la función tímica antes del inicio del tratamiento 
antirretroviral, además de un papel del timo en la posterior normalización del ratio 
CD4/CD8 durante el TARc. 
La producción de nuevos linfocitos T por parte del timo tiene un papel 
fundamental en la recuperación de CD4. Sin embargo, hasta la fecha, no se había 
valorado el posible papel de los mecanismos de compensación periféricos o 
proliferación homeostática (PH) en dicho proceso. En primer lugar quisimos conocer 
más acerca del proceso de PH de linfocitos T CD4 humanos, ya que la mayoría de 
información existente había sido generada en modelos animales. Para ello desarrollamos 
un sistema de cultivos in vitro que nos permitió estudiar distintos tipos de PH e 
identificar marcadores celulares asociados a dicho fenómeno. Los resultados generados 
del estudio de la PH en linfocitos humanos, y la caracterización del modelo, fueron 
abordados en el quinto artículo de la presente tesis doctoral: “An in vitro system of 
autologous lymphocytes culture that allows studying the homeostatic proliferation 
mechanims of human naïve CD4 T-cells”. A continuación, para determinar la 
contribución de la PH sobre la escasa recuperación de linfocitos T CD4 de ER, 
determinamos la expresión de diversos marcadores celulares asociados al proceso de PH 
en ER antes del inicio del TARc y tras 24 meses de TARc supresor. Estos resultados 
fueron englobados en el quinto artículo de la presente tesis doctoral: “A high 
homeostatic proliferation precedes a poor CD4 T-cell recovery in response to HIV 
antiretroviral therapy”. 
  
En el contexto de la infección por VIH se ha descrito una depleción preferencial 
de células Th17, las cuales están implicadas en defensa frente a patógenos y en el 
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal. En trabajos recientes se han 
observado altas frecuencias de células Th17 en ER durante el TARc. Sin embargo, se 
desconocía si las altas frecuencias de Th17 se encuentran ya presentes antes del TARc. 
Esta cuestión fue abordada en el sexto artículo de la presente tesis doctoral: “Increased 
frequencies of Th17 cells and IL17-producing regulatory T-cells preceding the 
immunodiscordant response to antiretroviral treatment”. En este trabajo se asoció 
la frecuencia de células Th17 y otras poblaciones productoras de IL17a antes del inicio 
del TARc con la posterior escasa recuperación de CD4. 
 
  
 
INTRODUCCIÓN 
 
En ausencia de tratamiento antirretroviral, la infección por VIH provoca una 
depleción masiva de linfocitos CD4 y un desgaste inmunitario que termina por 
desencadenar SIDA y, finalmente, la muerte del paciente1. El tratamiento antirretroviral 
combinado (TARc) consigue suprimir la viremia hasta niveles indetectables, lo cual 
permite un aumento del recuento de linfocitos CD4 y una recuperación inmunológica 
variable2. Sin embargo, existe una proporción importante de individuos que no recupera 
sus niveles de linfocitos CD4 aun cuando el TARc consigue indetectabilizar completa y 
persistentemente la viremia VIH3,4. Se han utilizado diferentes criterios para clasificar a 
estos sujetos que experimentan una respuesta anómala al TARc, como la ganancia 
absoluta de linfocitos CD4 durante un periodo variable de tiempo bajo TARc, o el 
aumento de linfocitos CD4 por encima de un determinado umbral. Sin embargo, 
muchas de esas clasificaciones no han tenido en cuenta el recuento de linfocitos CD4 
más bajo registrado antes de iniciar el TARc (CD4 nadir), el cual se ha demostrado estar 
asociado con un mayor riesgo de muerte5 y a su vez con la escasa recuperación de 
linfocitos CD46. Por ello, nuestro grupo y otros han definido a estos sujetos como 
aquellos que comienzan tardíamente el TARc (recuento de linfocitos T CD4 <200 
cells/μl) y que no aumentan sus recuentos de linfocitos CD4 por encima de 250 cells/μl 
tras 24 meses bajo TARc supresor, denominándolos como “Escasos Repobladores” 
(ER). 
Diversos factores hacen que actualmente exista un especial interés en el estudio 
de los pacientes ER. En primer lugar, los ER constituyen entre un 15-30% de los 
pacientes que comienzan el TARc con menos de 200 linfocitos CD4/μl7,8, lo cual es 
especialmente relevante en nuestro entorno donde existen altas frecuencias de 
diagnósticos tardíos (35-70%)9–11. Por otro lado, se ha descrito un mayor riesgo de 
muerte en los ER en comparación con sus controles7,8,12, sujetos que también comienzan 
el TARc tardíamente (recuento de linfocitos T CD4 <200 cells/μl) pero que consiguen 
aumentar sus recuentos de linfocitos T CD4 por encima de 250 cells/μl tras 24 meses 
bajo TARc (denominados “Repobladores”; “R”). Por último, nuestro grupo y otros han 
observado que los ER, a pesar de no experimentar mayor riesgo de experimentar 
patología asociada a SIDA, presentan un mayor riesgo a experimentar eventos clínicos 
  
no definitorios de SIDA (ENOS), principalmente canceres no definitorios de SIDA y 
enfermedades cardiovasculares, y un mayor riesgo de muerte13,14. Desafortunadamente, 
todas las intervenciones terapéuticas desarrolladas para incrementar los recuentos de 
linfocitos CD4 de estos sujetos han fallado15–17, haciendo patente la necesidad de 
profundizar en los mecanismos inmunológicos y virológicos asociados a dicho 
fenómeno para así poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. 
Se han propuesto diversos mecanismos inmunopatogénicos como potenciales 
desencadenantes de la escasa recuperación de linfocitos CD4 en estos sujetos (Pacheco 
YM et al. AIDS Cyber Journal 2015; incluido al final de esta sección). Algunos de estos 
mecanismos engloban factores virales como una mayor viremia residual18 o como un 
tropismo viral CXCR419. Otros, en cambio, están asociados con factores inmunológicos. 
Por un lado, en estos sujetos se han descrito diversas alteraciones homeostáticas en el 
eje IL7/IL7R20 y una pérdida del equilibrio de poblacionales de linfocitos CD4, 
concretamente una menor frecuencia de células vígenes21 y una acumulación de células 
terminalmente diferenciadas (TemRA)21,22 y de células T reguladoras (Treg)23. 
Adicionalmente, se ha descrito un mayor “turnover” celular24, un aumento de 
marcadores de activación25, senescencia26 y agotamiento27 en el nicho de linfocitos 
CD4, y una menor función tímica26,28. Sin embargo, todos estos estudios se han llevado 
a cabo cuando los ER ya estaban bajo TARc, y por ende presentaban diferencias muy 
significativas en el recuento de linfocitos CD4 con respecto a cualquier grupo de 
comparación. Por ello no se puede discernir si las alteraciones descritas hasta el 
momento en ER bajo TARc son causa o consecuencia de sus bajos recuentos de 
linfocitos CD4.  
Para responder a esta cuestión, nos propusimos identificar potenciales 
alteraciones inmunovirológicas presentes específicamente en ER antes del inicio del 
tratamiento, cuando los ER presentan recuentos de linfocitos CD4 similares a los del 
grupo control, y que precedieran a su escasa recuperación de linfocitos CD4. Este fue el 
primer objetivo de la presente Tesis Doctoral y fue abordado en el trabajo: “Higher 
levels of IL-6, CD4 turnover and Treg frequency are already present before cART 
in HIV-infected subjects with later low CD4 recovery”. El estudio de pacientes ER 
antes del inicio del TARc nos permitió determinar alteraciones inmunológicas que 
preceden a la escasa recuperación de linfocitos CD4 y explorar potenciales factores 
asociados a dicha escasa reconstitución inmunológica. Además nos permitió descartar el 
  
papel casual de otras alteraciones inmunológicas que solo aparecen en estadios más 
avanzados de la escasa recuperación inmunológica.   
Globalmente, los resultados de este estudio demuestran una pérdida de la 
homeostasis del pool de linfocitos T CD4 en el escenario de escasa reconstitución 
inmunológica. Sin embargo, la posible contribución de la población de linfocitos CD8 
en dicho fenómeno no se había evaluado previamente. El ratio de linfocitos CD4/CD8 
(ratio CD4/CD8) es considerado un marcador del estado inmunológico del nicho 
completo de linfocitos T, cuya inversión se asocia con el proceso de envejecimiento del 
sistema inmunitario29,30. Por otro lado, aunque es ampliamente conocido que la 
infección por VIH provoca una inversión del ratio CD4/CD831, no ha sido hasta hace 
poco cuando dicha inversión de dicho parámetro se ha asociado a un riesgo aumentado 
de ENOS y de muerte32. Sin embargo, a diferencia de los recuentos de linfocitos CD4 y 
del nadir de CD4, se desconocía si el ratio CD4/CD8 antes del inicio del TARc podía 
asociarse con la posterior recuperación de linfocitos CD4 tras el TARc. Esta cuestión 
fue abordada en el segundo artículo de la presente Tesis doctoral: “A lower baseline 
CD4/CD8 T-cell ratio is independently associated with immunodiscordant 
response to antiretroviral therapy in HIV-infected subjects”. Este estudio nos 
permitió asociar la escasa recuperación de linfocitos CD4 con bajos niveles en el ratio 
CD4/CD8 antes del inicio del TARc.  
Por otro lado, aunque los mecanismos desencadenantes de la inversión del ratio 
CD4/CD8 observada en el escenario VIH no están completamente dilucidados, se ha 
señalado a la expansión de clones de linfocitos CD833 y a la  depleción masiva de 
linfocitos CD434 que tienen lugar en este escenario, como principales contribuyentes en 
dicho proceso. De hecho, ambos fenómenos se han observado también (aunque con 
distinta intensidad) en el escenario del envejecimiento29. En este escenario, se ha 
considerado muy relevante en la expansión de clones específicos de linfocitos CD8 el 
papel de la infección por citomegalovirus35. Sin embargo, no se ha explorado si el timo, 
órgano involucrado en la producción de novo de linfocitos CD4 y CD836, que 
involuciona durante el envejecimiento y que está profundamente afectado en la 
infección por VIH37, tiene algún impacto en la inversión del ratio CD4/CD8 observado 
en el escenario de la infección por VIH. Esta cuestión fue abordada en el tercer artículo 
de la presente Tesis doctoral: “Thymic funtion impacts the peripheral CD4/CD8 
ratio of HIV-infected subjects”. Este estudio nos permitió dilucidar una asociación 
  
entre el ratio CD4/CD8 de sangre periférica y el timo en sujetos con infección por HIV 
antes del inicio del tratamiento antirretroviral, además del papel de este órgano en la 
posterior recuperación del ratio CD4/CD8 durante el TARc. 
La producción de nuevos linfocitos T por parte del timo tiene un papel 
fundamental en la reconstitución inmunológica tras el TARc38. Sin embargo, en 
situaciones clínicas de linfopenia como las que ocurre en la infección por VIH, y 
especialmente cuando la función tímica se encuentra disminuida, entran en juego 
mecanismos periféricos de compensación como la Proliferación Homeostática (PH)36. 
Nuestro grupo ha contribuido previamente en el estudio del papel del timo en la 
reconstitución inmunológica tras el TARc38, sin embargo el posible papel de la PH no se 
había explorado previamente. Para esto, en primer lugar quisimos conocer más acerca 
del proceso de PH de linfocitos CD4 humanos, ya que la mayoría de información 
existente había sido generada en modelos animales. Se conoce la existencia de dos tipos 
diferentes de PH, la PH lenta en la cual los linfocitos CD4 vírgenes proliferan 
lentamente en respuesta a citoquinas homeostáticas como la IL7 generando más 
linfocitos vírgenes39, y la PH rápida en la cual los linfocitos CD4 proliferan rápidamente 
en respuesta a antígenos propios y/o comensales pero generando linfocitos memoria39,40. 
Para estudiar de manera simultánea ambos tipo de PH de linfocitos CD4 humanos 
desarrollamos un sistema de cocultivos que presentaba múltiples ventajas con respecto a 
otros modelos existentes. Los resultados generados del estudio de ambos tipos de PH en 
linfocitos humanos, y la caracterización exhaustiva del modelo, fueron abordados en el 
cuarto artículo de la presente Tesis doctoral: “An in vitro system of autologous 
lymphocytes culture that allows studying the homeostatic proliferation mechanims 
of human naïve CD4 T-cells”. En este trabajo, además de caracterizar un nuevo 
modelo in vitro para el estudio de la PH en linfocitos CD4 humanos, se identificó 
diversos marcadores celulares específicamente expresados en linfocitos CD4 humanos 
durante la PH.  
A continuación, para determinar la potencial contribución de la PH en las 
alteraciones inmunológicas presentes en ER antes del TARc y que preceden a la escasa 
recuperación de linfocitos CD4, procedimos a determinar la expresión de los 
marcadores asociados a PH y a buscar potenciales asociaciones con los parámetros 
inmunológicos alterados en dicho escenario. Los resultados generados de este estudio 
han sido englobados en el quinto artículo de la presente Tesis doctoral: “A high 
  
homeostatic proliferation precedes a poor CD4 T-cell recovery in response to HIV 
antiretroviral therapy”. En este trabajo exploramos por primera vez diversos 
marcadores celulares asociados al proceso de PH en ER antes del inicio del TARc y tras 
24 meses de TARc supresor. 
En el contexto de la infección por VIH se ha descrito una depleción preferencial 
de ciertas subpoblaciones de linfocitos CD4, como las células Th1741, las cuales están 
implicadas en la defensa frente a patógenos y en el mantenimiento de la integridad de la 
barrera intestinal42,43. Estos hallazgos explican la razón por la que la depleción de 
células Th17 observada en el escenario VIH se asocia con una mayor translocación de 
compuestos bacterianos (translocación bacteriana)44 la cual, en última instancia, 
desencadena mayor activación e inflamación sistémica45,46. Por su parte, se han descrito 
altos niveles de translocación bacteriana en ER bajo TARc47, por lo que era esperable 
que dichos sujetos presentaran frecuencias de Th17 reducidas. Sin embargo, trabajos 
recientes han observado mayores frecuencias de Th17 en sangre periférica de ER 
durante el TARc48,49, lo cual constituye una paradoja con respecto al resto de escenarios 
VIH. Aun así, se desconocía si las altas frecuencias de células Th17 periféricas se 
encontraban ya presentes antes del inicio del TARc, y por ende, si podrían anticipar la 
escasa recuperación de linfocitos CD4 de estos pacientes. Esta cuestión fue abordada en 
el sexto artículo de la presente Tesis doctoral: “Increased frequencies of Th17 cells 
and IL17-producing regulatory T-cells preceding the immunodiscordant response 
to antiretroviral treatment”. En este trabajo, hemos comprobado que existe  una 
frecuencia incrementada de células Th17 y de otras poblaciones celulares productoras 
de IL17a antes del inicio del TARc en sujetos con una posterior escasa recuperación de 
linfocitos CD4. 
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OBJETIVOS 
Los objetivos planteados a lo largo del desarrollo de esta Tesis doctoral fueron 
los siguientes:  
 
 Objetivo 1 
Identificar potenciales alteraciones inmunovirológicas presentes en pacientes ER 
antes del inicio del TARc, cuando presentan recuentos de linfocitos T CD4 similares a 
los del grupo control (Repobladores) y que, por tanto, precedan a la escasa recuperación 
de linfocitos T CD4. Este objetivo fue abordado en el siguiente artículo: Higher levels 
of IL-6, CD4 turnover and Treg frequency are already present before cART in 
HIV-infected subjects with later low CD4 recovery. Antiviral Res. 2017; 142:76-82 
 Objetivo 2 
Determinar si el ratio CD4/CD8 al inicio del tratamiento antirretroviral se asocia 
con una posterior escasa recuperación de linfocitos T CD4. Este objetivo fue abordado 
en el siguiente artículo: A lower baseline CD4/CD8 T-cell ratio is independently 
associated with immunodiscordant response to antiretroviral therapy in HIV-
infected subjects. Antimicrob Agents Chemother. 2017; 61(8). pii: e00605-17. 
 Objetivo 3 
Explorar el potencial impacto de la función tímica antes del inicio del 
tratamiento antirretroviral sobre el ratio CD4/CD8 periférica en sujetos infectados por 
VIH. Este objetivo fue abordado en el siguiente artículo: Thymic Function Impacts 
the Peripheral CD4/CD8 Ratio of HIV-Infected Subjects. Clin Infect Dis. 2017; 
64(2):152-158. 
 Objetivo 4 
Generar un modelo in vitro para el estudio en profundidad los procesos de 
compensación periférica (proliferación homeostática) de linfocitos T CD4 humanos. 
Este objetivo fue abordado en el siguiente artículo: An in vitro System of Autologous 
  
Lymphocytes Culture that Allows Studying the Homeostatic Proliferation 
Mechanisms of Human Naïve CD4 T-cells. Lab Invest. Aceptado. 
 Objetivo 5 
Estudiar la contribución de los procesos de compensación periférica 
(proliferación homeostática) sobre la escasa recuperación de linfocitos T CD4 tras el 
tratamiento antirretroviral.  Este objetivo fue abordado en el siguiente artículo: A High 
Homeostatic Proliferation Precedes a Poor CD4 T-cell Recovery in Response to 
HIV Antiretroviral Therapy. En revisión 
 Objetivo 6 
Explorar si las frecuencias de células Th17 antes del inicio del tratamiento 
antirretroviral, y de otras subpoblaciones celulares productoras de Il17a, se asocian a la 
escasa recuperación de linfocitos T CD4. Este objetivo fue abordado en el siguiente 
artículo: Increased Frequencies of Th17 cells and IL17a-producing Regulatory T-
cells preceding the Immunodiscordant Response to Antiretroviral Treatment. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 
 El principal hallazgo generado del primer artículo de la presente tesis doctoral 
“Higher levels of IL-6, CD4 turnover and Treg frequency are already present 
before cART in HIV-infected subjects with later low CD4 recovery” es la 
identificación de alteraciones inmunológicas específicas en sujetos que comienzan el 
TARc con bajos recuentos de linfocitos CD4 y que van a experimentar una posterior 
escasa reconstitución inmunológica tras el TARc. Estas alteraciones se encuentran 
principalmente en la población de linfocitos CD4, donde observamos una pérdida del 
equilibrio entre subpoblaciones, principalmente una acumulación de linfocitos CD4 
memoria central (CD45RA-CD27+), un mayor “turnover” celular y una mayor 
frecuencia de Treg. Además se encontró mayores niveles de IL6 soluble en estos 
sujetos, sugiriendo un mayor estado proinflamatorio. Por otro lado, otro resultado 
importante fue la similitud observada entre los ER y el grupo control al inicio del TARc 
en diversos parámetros inmunológicos (como senescencia, activación y agotamiento 
celular en los linfocitos CD4, concentraciones de IL7,…) que, sin embargo, si se 
encontraron alterados tras el TARc, tal y como se encuentra descrito en la literatura. 
Con respecto al segundo artículo de la presente tesis doctoral, “A lower baseline 
CD4/CD8 T-cell ratio is independently associated with immunodiscordant 
response to antiretroviral therapy in HIV-infected subjects”, observamos que los 
ER antes del inicio del TARc presentaban un ratio CD4/CD8 más bajo que los R aun 
cuando no presentaban diferencias en los recuentos de linfocitos CD4 ni CD8 y tras 
ajustar por otras posibles variables asociadas. Relacionado con estos resultados, del 
tercer artículo de la presente tesis “Thymic funtion impacts the peripheral CD4/CD8 
ratio of HIV-infected subjects” se deduce la existencia de una relación entre el ratio 
CD4/CD8 y la función tímica de sujetos infectados por VIH antes del inicio del TARc, 
aportando evidencias de un impacto de la función tímica al inicio de TARc en la 
posterior recuperación del ratio CD4/CD8, y por ende, en la progresión clínica de estos 
sujetos.  
En el cuarto artículo de la presente tesis doctoral “An in vitro system of 
autologous lymphocytes culture that allows studying the homeostatic proliferation 
mechanism of human naïve CD4 T-cells”, llevamos a cabo la puesta a punto y 
  
caracterización de un modelo in vitro para el estudio de la PH de linfocitos CD4 
humanos, el cual presentaba múltiples ventajas frente a otros modelos existentes. 
Paralelamente, en dicho trabajo se exponen resultados novedosos sobre el proceso de 
PH en humanos, como la generación de Treg productoras de TGF-β durante el proceso 
de PH rápida o la identificación de diversos marcadores celulares asociados a los 
distintos tipos de PH. A continuación, en el quinto artículo de la presente tesis doctoral: 
“A high homeostatic proliferation precedes a poor CD4 T-cell recovery in response 
to HIV antiretroviral therapy”, exploramos la potencial contribución de la PH sobre 
las alteraciones inmunológicas que preceden la escasa recuperación de linfocitos CD4 
de ER. En concreto, encontramos aumentados diversos marcadores asociados con los 
procesos de PH rápida (OX40, α4β7) en los linfocitos CD4 de ER antes del inicio del 
TARc. Además la expresión de dichos marcadores se encontró fuertemente asociado 
con marcadores de “turnover” celular, y por tanto, con la proliferación celular. 
El principal hallazgo del sexto artículo de la presente tesis doctoral “Increased 
frequencies of Th17 cells and IL17-producing regulatory T-cells preceding the 
immunodiscordant response to antiretroviral treatment” fue encontrar una 
asociación entre altas frecuencias de células Th17 y la posterior escasa recuperación de 
linfocitos CD4. Interesantemente, este aumento de células Th17 en ER antes del TARc 
se acompañó con un aumento en las frecuencias de Treg, no encontrándose por ende 
diferencias en el ratio Th17/Treg. Por último, en este trabajo se describió por primera 
vez en ER una acumulación de Treg productoras de IL17a.  
  
 
DISCUSIÓN GLOBAL 
A pesar de que el TARc ha supuesto un gran avance en la clínica de la infección 
por VIH al ser capaz de indetectabilizar la viremia y permitir una recuperación 
inmunológica variable2, existen individuos que presentan una repuesta anómala a dicho 
TARc. En estos individuos, conocidos como escasos repobladores (ER), el TARc 
consigue suprimir la viremia, sin embargo, esto no se acompaña de una recuperación del 
recuento de linfocitos CD43,4. 
Existe abundante información sobre distintas alteraciones inmunovirológicas 
asociadas a los ER50,51, sin embargo toda esta información se ha generado a partir de 
estudios de asociación llevados a cabo tras un tiempo variable bajo TARc, cuando ya ha 
tenido lugar la respuesta anómala al TARc y por ende cuando estos sujetos presentan 
recuentos de linfocitos CD4 muy diferenciados a cualquier grupo de control. Por esto, 
no es posible discernir con claridad si dichas alteraciones son causa o consecuencia de 
los bajos recuentos de linfocitos CD4 que presentan estos sujetos. Para resolver esta 
cuestión, nos propusimos identificar potenciales alteraciones inmunovirológicas 
presentes en ER antes del inicio del TARc, cuando sus recuentos de linfocitos CD4 eran 
similares a los del grupo control. Para ello diseñamos un estudio caso-control en el que 
seleccionamos ER y R en la Cohorte Española de Investigación en Sida (CoRIS)52 que 
tuvieran muestras basales disponibles al inicio del TARc en el Biobanco de la RIS53, y 
que estuvieran apareados por diversos factores de riesgo: edad, sexo, carga viral, y 
recuentos de linfocitos CD4 al inicio del TARc. Sin embargo, el proceso de 
apareamiento por estas variables fue complicado, especialmente en el caso de los 
recuentos de linfocitos CD4, debido a la fuerte asociación existente entre los bajos 
recuentos de linfocitos CD4 al inicio del TARc y la posterior escasa recuperación de 
linfocitos CD47. Pese a esto, conseguimos reclutar un grupo de 21 ER y 21 R, los 
cuales, aun no presentando medianas de recuentos de linfocitos CD4 idénticas, no 
presentaban diferencias significativas en dicho parámetro al inicio del TARc. 
Las alteraciones celulares encontradas en ER antes del inicio del TARc se 
encontraban principalmente en la población de linfocitos CD4. En primer lugar 
observamos que los linfocitos CD4 de ER presentaban una alta expresión de marcadores 
como Ki67 y CD95, denotando un mayor estado proliferativo y una mayor muerte 
  
celular (“turnover” celular) antes del inicio del TARc. Interesantemente, un mayor 
“turnover”  de linfocitos CD4 en ER ya había sido descrito por otros24, pero tras el 
TARc, cuando los ER presentaban recuentos de linfocitos CD4 disminuidos con 
respecto a su grupo control. En cambio, en nuestro escenario de estudio, los ER no 
presentaban diferencias en los recuentos de linfocitos CD4 en comparación con los R. 
Aun así, debido a la relevancia que presentan los recuentos de linfocitos CD4 en la 
infección por VIH y a que, aun no presentando diferencias significativas, las medianas 
de los recuentos de linfocitos entre ER y R no eran idénticas, se llevó a cabo un análisis 
multivariante corrigiendo por los mismos.  Sin embargo, tras dicho análisis 
multivariante, los niveles de Ki67 y CD95 seguían estando significativamente 
aumentados en los ER sugiriendo que dicha alteración era independiente del recuento de 
linfocitos CD4. De manera relevante, otras alteraciones encontradas en linfocitos CD4 
de ER apoyaban los hallazgos anteriormente comentados. Por un lado encontramos 
niveles significativamente aumentados de linfocitos coexpresando CD28 (molécula 
coestimulatoria) y CD57 (marcador de senescencia replicativa), lo cuales han sido 
previamente descritos como un fenotipo de células inmunosenescentes no clásicas 
asociadas a procesos proliferativos54,55. Por otro lado encontramos aumentados 
marcadores asociados a procesos de PH (OX40, CD25 y α4β7) en los ER.  
Los mecanismos de PH se basan en una proliferación periférica de linfocitos T 
en condiciones de linfopenia39. Esta proliferación tiene lugar en respuesta a estímulos 
homeostáticos (principalmente IL7 y reconocimiento antigénico mediado por TCR) que 
en condiciones normales no desencadenan tal respuesta proliferativa39. Existen dos tipos 
de PH, una PH lenta que genera nuevos linfocitos vírgenes y una PH rápida en la cual se 
generan linfocitos memoria39. Por un lado, como anteriormente hemos comentado, los 
ER presentaron elevadas frecuencias de linfocitos CD4 expresando CD25 y α4β7, los 
cuales han sido previamente asociadas a procesos de PH56,57. Por otro lado, los ER 
también presentaron elevadas frecuencias de linfocitos CD4 expresando OX40 o 
CD134, molécula específicamente relacionada con la PH rápida en modelos animales57. 
Usando nuestro modelo de cultivos para el estudio de la PH, demostramos que los 
marcadores CD25 y α4β7 se upregulan durante la PH (tanto lenta como rápida) de 
linfocitos CD4 humanos. Adicionalmente, en nuestro cultivo celular, también 
demostramos que la molécula OX40 se upregula de manera específica durante la PH 
rápida de linfocitos CD4 humanos. Por último, a diferencia de lo que se ha descrito en 
  
modelos animales39,57, nuestro modelo de cocultivos nos permitió demostrar que la PH 
rápida de linfocitos CD4 humanos genera linfocitos memoria con un fenotipo memoria 
central (CD45RA-CD27+). De manera relevante, otra de las alteraciones inmunológicas 
encontrada en ER al inicio del TARc fue una acumulación de estas células memoria 
central, a diferencia de lo que ocurre tras la instauración del TARc21. Todos estos 
resultados sugieren fuertemente que los ER sufren una exacerbación en los mecanismos 
de compensación periféricos, y específicamente de la PH rápida. 
OX40 es una molécula coestimuladora que juega un papel crucial en el dialogo 
entre los linfocitos T y las APCs58. Sin embargo, dicho  diálogo no solo tiene efectos en 
los primeros59, sino que la función de las APCs también se ve afectada58. De hecho, se 
conoce que la señalización a través de OX40 en células dendríticas (DCs) las transforma 
en DCs proinflamatorias, capaces de producir moléculas con capacidad proinflamatoria 
como la IL660. De manera relevante, otro de los hallazgos más interesantes de la 
presente tesis son los elevados niveles de IL6 y hsCRP encontrados en los ER en 
comparación con los R antes del TARc, los cuales estaban a su vez asociados con las 
frecuencias de OX40 encontradas en linfocitos CD4. Estos resultados en conjunto 
sugieren que la PH rápida, a través de la upregulación de OX40, podría tener un papel 
relevante en la generación y acumulación de marcadores proinflamatorios en los ER, y 
por ende, en la evolución clínica de estos individuos.  
A pesar de que la IL6 es comúnmente conocida por su actividad proinflamatoria, 
esta citoquina posee una función pleiotrópica sobre distintos tipos celulares61. En lo que 
se refiere a la población de linfocitos T, se ha descrito que la IL6 favorece la 
proliferación de linfocitos CD4 memoria a la vez que dificulta la proliferación mediada 
por IL7 de linfocitos CD4 vírgenes62. Esto sugiere que la IL6 podría favorecer la PH 
rápida y a su vez dificultar la PH lenta, constituyendo un potencial círculo vicioso en 
sujetos ER, ya que por un lado la PH rápida podría generar inflamación a través de 
OX40, y por otro la propia inflamación podría favorecer y potenciar la PH rápida que en 
última instancia upregularía OX40. Aunque son necesarios estudios específicos para 
demostrar esta hipótesis, existen estudios sobre el uso de fármacos bloqueantes del 
ligando de OX40 (OX40L) en modelos animales de inflamación, donde se ha 
comunicado un papel protector al uso de los mismos63. Todo esto, y la potencial 
implicación que tiene la PH rápida y OX40 en los ER, sugiere que el uso de fármacos 
dirigidos frente al eje OX40-OX40L podría constituir una herramienta prometedora para 
  
reducir el estado proinflamatorio de estos sujetos. Por otro lado, la IL6 constituye un 
factor de diferenciación de diversas poblaciones de linfocitos CD4 como las células 
Th1764,65, favoreciendo su generación. A su vez se ha descrito en modelos animales que 
la PH rápida es capaz de generar células Th1757, lo cual, junto con los niveles elevados 
de IL6 soluble, podría ser una de las causas de la acumulación de estas células en los ER 
antes del TARc. Las altas frecuencias de células Th17 encontradas en ER constituyen en 
sí mismo un paradigma del escenario de escasa reconstitución inmunológica, ya que 
está ampliamente establecido que las frecuencias de células Th17 van disminuyendo 
conforme bajan los recuentos de linfocitos CD4 en la infección general por VIH41. Sin 
embargo, este aparente paradigma podría entenderse no solo desde la perspectiva de que 
las Th17 son células protectoras de la barrera intestinal, sino desde una perspectiva 
patogénica, ya que dichas células han sido también asociadas con la immunopatogenia 
de diversas enfermedades de carácter inflamatorio66. 
Adicionalmente se ha descrito que la IL6 es también capaz de expandir células 
supresoras derivadas de monocitos (MDSC)67. Las MDSCs son APCs con una función 
supresora directa sobre otros tipos celulares, e indirecta, ya que favorecen la generación 
de Treg68. Interesantemente, encontramos elevadas frecuencias tanto de MDSCs como 
de Treg en los ER antes del inicio del TARc, apoyando fuertemente el hipotético círculo 
vicioso anteriormente comentado. Por otra parte, aunque ya ha sido previamente 
descrito que la PH es capaz de generar Treg en modelos animales69, nosotros hemos 
sido pioneros en demostrar que estas células supresoras son también producidas por la 
PH de linfocitos CD4 humanos. Por ello, tanto la acumulación de MDSCs 
anteriormente comentada, como la exacerbación de la PH rápida observada en los ER, 
podrían explicar la alta frecuencia de Treg observada en estos sujetos antes del TARc. 
Adicionalmente, la capacidad de estas células de generar TGFβ podría a su vez 
favorecer la fibrosis del tejido linfoide70, lo que dificulta adicionalmente la recuperación 
de linfocitos T CD4.  
Por otro lado, las frecuencias aumentadas de tanto las células Treg como las 
células Th17, las cuales presentan funcionalidad contrapuesta, en ER antes del TARc, 
sugiere una pérdida de la homeostasis inmunológica. Sin embargo, tanto las células 
Treg y Th17 presentan cierta plasticidad fenotípica y funcional71,72 favorecida por un 
origen ontogénico común y también por poseer factores de diferenciación como el TGF-
β compartidos73,74. En este sentido, encontramos aumentado la frecuencia de Treg 
  
productoras de IL17a en ER antes del TARc, las cuales presentan características 
intermedias entre las células Treg y Th1772. De manera importante, estas células Treg 
productoras de IL17a han sido asociadas a diversas patologías inflamatorias75,76 y, 
aunque han sido pobremente estudiadas en la infección por VIH, podrían tener un papel 
en la desregulación inmunológica presente en ER y por tanto en la escasa recuperación 
de linfocitos CD4. 
Aunque la exacerbación de la PH y del “turnover” celular observada en ER 
sugiere un menor aporte de linfocitos por parte del timo, esto solo ha sido demostrado 
en ER tras la instauración del TARc77, por lo que procedimos a determinar este 
parámetro antes del inicio del TARc. En un primer momento, intentamos determinar la 
función tímica usando el ratio gamma/delta TRECs78. Sin embargo, encontramos que 
muchos sujetos, tanto ER como R, presentaban niveles de TRECs indetectables, y por 
tanto, aunque las frecuencias de ER con niveles de TRECs indetectables eran mayores, 
no pudimos concluir que los ER presentaran una menor función tímica. Por otro lado, 
en otro de los trabajos que constituyen la presente tesis doctoral, encontramos una 
asociación directa entre el volumen tímico y el ratio CD4/CD8 en sujetos infectados por 
VIH antes del inicio del TARc, e interesantemente, también demostramos que los ER 
presentaban un menor ratio CD4/CD8 antes del inicio del TARc que los R. Estos datos 
sugieren que aun cuando ambos grupos de sujetos (ER y R) presentan una función 
tímica muy pobre antes del TARc, los ER podrían presentar una función tímica aún 
menor. En esta línea, se ha descrito que altos niveles de IL6 afectan negativamente al 
timo provocando su involución y mal funcionamiento79, por tanto, las altas 
concentraciones de IL6 encontrados en ER podrían ser un potencial desencadénate de la 
menor función tímica que presentan estos sujetos. A su vez, se ha descrito que una 
función tímica alterada favorece el escape de clones autoreactivos a sangre periférica80, 
lo cual en última instancia genera mayor inflamación, y esta, tal y como hemos 
comentado anteriormente, afecta a su vez negativamente a la función tímica79. Aunque 
estudios más exhaustivos son necesarios para confirmar este nexo entre la función 
tímica y la inflamación en el escenario de escasa recuperación de linfocitos CD4, este 
podría constituir otro potencial círculo vicioso en la inmunopatogenia de los ER y de la 
infección por VIH.   
En otro de los artículos que conforman la presente tesis doctoral describimos que 
un timo conservado en situación basal al TARc se asocia con una posterior 
  
normalización del ratio CD4/CD8.  Esto tiene una importancia clínica dado que el ratio 
CD4/CD8 se ha constituido como un importante marcador clínico de morbimortalidad 
en la infección por VIH31,32, y sugiere que el timo estaría impactando no solo en la 
recuperación de linfocitos CD4 y normalización del ratio CD4/CD8, sino también en la 
clínica de estos sujetos. Esto explicaría la mayor morbimortalidad descrita en los ER14, 
los cuales tal y como hemos demostrado, presentan un menor ratio CD4/CD8 antes del 
TARc y una potencial menor función tímica. Sin embargo, además de la relevancia que 
actualmente está adquiriendo el ratio CD4/CD8 como marcador de morbimortalidad en 
el escenario de la infección por VIH31,32, nuestros resultados demuestran que el ratio 
CD4/CD8 es también capaz de predecir aquellos sujetos que van a experimentar una 
posterior escasa recuperación de linfocitos CD4 durante el TARc, incluso de forma más 
fidedigna que el simple recuento de linfocitos CD4 y CD8 por separado. La posibilidad 
de identificar precozmente aquellos sujetos en riesgo de experimentar una respuesta 
anómala al TARc abre la posibilidad de una potencial intervención temprana para 
intentar mejorar su recuperación de linfocitos CD4. Quizá algunas de las intervenciones 
terapéuticas probadas sin éxito hasta el momento, podrían ofrecer alguna ventaja en 
diseños que incluyeran una intervención temprana. Desafortunadamente, actualmente no 
existen terapias efectivas que hayan demostrado tener un efecto beneficioso en la 
recuperación de linfocitos CD4 durante el TARc15,16. Sin embargo, la profundización en 
los mecanismos implicados en la respuesta anómala al TARc abre las puestas al diseño 
de nuevas estrategias terapéuticas que puedan usarte de forma más exitosa en estos 
sujetos.  
Por todo ello, es también relevante mencionar que diversos parámetros que 
habían sido asociados a la escasa recuperación de linfocitos CD4 por estudios previos 
llevados a cabo durante el TARc50, no se encontraron significativamente alterados en 
ER antes del inicio del TARc. Así, parámetros celulares de la población de linfocitos 
CD4 como la senescencia, la activación o la frecuencia de linfocitos TemRA, y 
parámetros solubles como la concentración de IL7 se encontraron similarmente 
alterados entre ER y R antes del TARc. Sin embargo, en las muestras de seguimiento, 
tras 24 meses de TARc supresor, dichos parámetros inmunológicos sí se encontraron 
específicamente alterados en los ER, corroborando los trabajos previos llevados a cabo 
durante el TARc50. Esto resultados sugieren que dichas alteraciones presentes tras el 
TARc, pero no antes, son probablemente consecuencia de los bajos recuentos de 
  
linfocitos CD4 mantenidos a lo largo de tiempo por los ER más que una potencial causa 
de la escasa recuperación de linfocitos CD4. 
Nuestro diseño nos ha permitido estudiar mecanismos asociados a la escasa 
recuperación de linfocitos CD4 anticipándonos a la propia respuesta anómala al TARc, 
y a la vez, eludiendo un importante factor confusor como son los recuentos de linfocitos 
CD4. Sin embargo, nuestro diseño presenta también ciertas limitaciones. A pesar de que 
todos los ER y R que participan en los diversos estudios de la presente tesis doctoral 
eran sujetos naïves al TARc en el momento de estudio y presentaban similares 
recuentos de linfocitos CD4, no podemos afirmar que todos lleven el mismo tiempo de 
infección. De hecho se podría pensar que los ER podrían tener más tiempo de infección, 
y por ende, más tiempo con recuentos de linfocitos CD4 bajos que explicarían las 
alteraciones inmunitarias que hemos encontrado. Sin embargo, también podría ocurrir la 
situación opuesta, que los ER sean sujetos con alguna característica inmunovirológica 
especial que desencadene una rápida progresión de la infección VIH y, por ende, una 
rápida e irreversible caída de los recuentos de linfocitos CD4. De hecho, apoyando esta 
opción, se ha observado que los rápidos progresores tienen mayor riesgo a no recuperar 
linfocitos CD4 a pesar de un TARc supresor81. Desafortunadamente, solo podemos 
especular sobre esta cuestión, ya que nuestro diseño no nos permite dilucidar dicha 
cuestión, y serían necesarios estudios específicos para responder a esta cuestión. Sea 
como fuese, esta limitación está presente en la mayoría de estudios de la infección VIH 
llevados a cabo en seres humanos ya que muy rara vez se conoce el momento exacto de 
la infección. Aun no conociendo el tiempo de infección, el estudio de los ER y R antes 
del inicio del TARc ha aportado información relevante sobre alteraciones 
inmunológicas potencialmente causantes de la escasa recuperación de linfocitos CD4 
durante el TARc. 
Atendiendo a los resultados anteriormente expuestos proponemos el siguiente 
modelo en un intento de englobar y sintetizar todo los resultados generados en la 
presente tesis doctoral. 
  
 
MODELO: La destrucción másiva de linfocitos CD4 debida a la infección por VIH 
provocaría un estado linfopénico. Por otro lado una especialmente baja función 
tímica, la cual se reflaría en una baja ratio CD4/CD8, provocaría la exacerbación de 
procesos de compensación periféricos como la proliferación homeostática (PH). A 
raíz de dicha exacerbación de la PH se generaría inflamación a través del eje OX40-
OX40L, y dicha inflamación a su vez favorecería la exacerbación de la PH. Por otro 
lado la PH también provocaría el homing masivo de linfocitos CD4 a la mucosa 
intestinal, especialmente GALT, favoreciendo por un lado el establecimiento del 
reservorio viral, y por otro lado el daño de dichas estructuras y la consiguiente 
tanslocación de antígenos de microorganismos comensales que potenciarían aún 
más la PH. Adiccionalmente, la PH generaría tanto células Th17 como células 
Treg, favorecida por la expansión de MDSCs, fruto de un entorno proinflamatorio. 
El exceso de Th17 también contribuiría a los procesos inflamatórios, lo que junto al  
exceso de Treg (mediante el factor profibrogénico TGFbeta producido por las 
mismas) favorecería la fibrosis del tejido linfoide. Finalmente, la inflamación 
sitémica impactaría negativamente en la función tímica, lo cual generaría aún más 
inflamación debido al mal funcionamiento tímico (generación de clones 
autoreactivos).    
  
Para concluir, y a modo de resumen de la presente Tesis doctoral, incluimos el 
siguiente esquema que engloba tanto los principales hallazgos y artículos científicos 
generados a lo largo de la tesis, como los futuros estudios que se engloban en la 
presente línea de investigación.  
 
ESQUEMA TEMPORAL DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL: Antes de 
la presente tesis doctoral, toda la información existente sobre los “ER” se había 
generado cuando estos sujetos llevaban un tiempo variable bajo TARc.  En ese 
punto de estudio, los recuentos de linfocitos CD4 de “ER” contituyen un potencial 
sesgo, ya que estos por definición son significativamente más bajos que los de 
cualquier población control. Por ello nos planteamos estudiar a los “ER” antes del 
inicio del TARc, cuando sus niveles de linfocitos CD4 son similares a los de su 
población control. A raíz de este objetivo se han generado 6 artículos científicos 
(línea temporal azul) que han sido englobados en la presente tesis doctoral. 
Adiccionalmente, se han llevado a cabo estudios adicionales que se engloban en la 
misma línea de trabajo, pero que están aun en preparación (línea temporal 
naranja). 
  
CONCLUSIONES 
Las conclusiones globales generadas en la presente tesis doctoral son las siguientes: 
- Existen alteraciones inmunológicas específicas en los Escasos Repobladores 
(ER) ya antes del inicio del tratamiento antirretroviral (TARc) que anticipan la 
escasa recuperación de linfocitos T CD4. Todas ellas son consistentes con un 
determinante común: una función tímica deficiente. 
- Diversas alteraciones descritas previamente en ER durante el TARc no se 
encontraron especificamente alteradas en ER antes del inicio del TARc, lo que 
sugiere que dichas alteraciones son probablemente consecuencia de los bajos 
recuentos de linfocitos T CD4 mantenidos a lo largo de tiempo por los ER. 
- La función tímica remanente al inicio del tratamiento antirretroviral (TARc) es 
un factor crítico en la posterior recuperación y normalización del ratio CD4/CD8 
de sujetos infectados por VIH, lo que demuestra que también factores 
endógenos, y no solo los exógenos (como la infección por citomegalovirus), 
influyen en la progresión clínica de estos individuos.  
- El sistema de cultivos para el estudio de la proliferación homeostática (PH) de 
linfocitos T CD4 humanos desarrollado en el transcurso de la presente tesis es 
una herramienta útil para explorar las características específicas de la PH, no 
solo en la infección por VIH, sino en otras patologías humanas cursadas con 
linfopenia.  
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